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序論
ァメリカネムノキC41bizzia saman)は夜になると葉を閉じ､朝には再び葉を開く就眠運動を行う｡
potassium β -D-glucopyranosy1-12-hydroxyjasmonate(1)はAlbizzia属植物の葉を閉じさせる活性を持っ就眠物
質(Leaf-closing factor: LCFl)として単離された0本研究では1を基にした分子プローブを用いて就
眠運動の分子機構の解明を行い､ 1の受容体候補タンパク質の検出に成功した｡
生体内では､天然型立体配置をもつ生理活性物質のみが受容体などの結合タンパク質と正しい相互作用
を行うことで生命活動が維持されている｡我々はこの点に着目し､光学的に純粋な生理活性物質を基にし
た天然型プローブとそのエナンチオマーを基にしたエナンチオマー型プローブを用いた実験結果を比較す
ることで､リガンド-レセプター相互作用による特異的結合と､吸着などによる非特異的結合を完全に区
別する｢エナンチオ･ディファレンシャル法｣を考案し､就眠物質1を用いる研究にこれを適用したo
-256-
第1章　Albizzia属就眠物質の構造活性相関研究
受容体探索に先立って､蛍光榛識化実験による就眠物質1の標的細胞探索を行った｡まず､ 1の両エナ
ンチオマ一に対応する蛍光プローブを合成するため､構造活性相関研究を行った｡その結果､アグリコン
部分の構造は厳密に認識しているが､糖部分は活性を保持したまま構造修飾が可能であることがわかったo
また､エナンチオマ一には生理活性がないことが確認され､この系へのエナンチオ･ディファレンシャル
法の適用が可能であることが示唆された｡
第2章　エナンチオ･ディファレンシャル法によるAlbizzia属就眠物質標的細胞の探索
まず､エナンチオ･ディファレンシャル法による1の榛的細胞探索を試みた｡市販の(±)-ジャスモン
酸メチルより､速度論的光学分割を用い､各々99.5%ee以上の光学純度で(+)-および(-)-ジャスモン酸
メチルを得た｡両鏡像体を各々プローブ化し､天然型立体配置を持っ天然型蛍光プローブ2とエナンチオ
マー塾蛍光プローブ3を光学的に純粋に合成した.蛍光プローブ2､ 3を用いた葉枕部(pulvimi)切片の
蛍光実験結果を比較すると､両エナンチオマ一間で差がある部分と差がない部分が見られた｡
顕著な差は運動細胞(motor cell)の部分に見られ､ 1の立体化学を特異的に認識する結合タンパク質
が運動細胞に含まれることが強く示唆された｡一万､両エナンチオマ一間で共に観察された導管の強い蛍
光は､プローブの立体化学に無関係な非特異的吸着によるものであり､エナンチオ･ディファレンシャル
法はリガンド-レセプター相互作用による特異的結合を明確に区別できる有効な方法であることが示され
た｡
第3章　エナンチオ･ディファレンシャル法によるAlbizzia属就眠物質受容体の探索
ェナンチオ･ディファレンシャル法は､多くの非特異的結合が観測される例が多い光親和性プローブを
用いた受容体探索においてその真価を発拝した｡我々は1の両エナンチオマ-を基にして､糖部分の2'
位に光親和性基ベンゾフェノン､ 6,位にリンカーを介して検出基としてビオチンを導入した天然型光親和
性プローブ4とエナンチオマ-型光親和性プローブ5を合成した.第2章のアメリカネムノキ葉枕部切片
に対する蛍光実験の結果から受容体タンパク質の存在が予想された運動細胞をプロトプラスト化して､細
胞レベルでの実験に用いた｡光親和性プローブ4､ 5を用いた運動細胞プロトプラストに対する光親和性
標識化実験を行った結果､両プローブ4､ 5で共通してみられる非特異的結合に基づくバンドと共に､ 4､
5で明確な差を与えるバンドが認められ､リガンドの立体化学を正確に認識する受容体候補タンパク質の
検出に成功した｡
第4章　二重蛍光染色実験による就眠運動のメカニズムについての考秦
第3章では就眠物質1の受容体候補タンパク質を検出した｡そこで､第4章では活性物質が受容体に結
合することにより､就眠運動を引き起こす仕組みを別の角度から考察した｡
ァメリカネムノキの就眠運動は葉を開かせる活性を持っ覚醒物質6と葉を閉じさせる活性を持つ就眠物
質1によって､制御されている｡また､植物生理学的な研究により就眠運動は葉の付け根の葉枕部内側と
外側に含まれる運動細胞という細胞が異なる体積変化を生じることで､葉の上下で体積変化を生じて､葉
の開閉が引き起こされることが分かっている｡しかし､活性物質がどのようにして､葉の上下の体積変化
を引き起こしているかは分かっていない｡そこで､就眠物質1と覚醒物質6を緑色のFITCと赤色の
R血｡血mineという異なる蛍光色素で標識化し､二重蛍光染色実験を行うことで生体内における両活性物質
の受容体分布を調べた｡その結果､就眠･覚醒両物質の受容体がどちらも葉枕の内側の運動細胞のみに局
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在することが明らかになった｡これらのことから､活性物質によって葉枕片側の運動細胞のみが大きく膨
潤･収縮することが引き金となって､葉の上下に体積差が生じ､就眠運動を引き起こしている仕組みが明
らかになった｡
第5章結論
1)エナンチオ･ディファレンシャル蛍光実験により､就眠物質1の標的細胞が葉枕の運動細胞であるこ
とを明らかにした｡
2)エナンチオ･ディファレンシャル光親和性標識化実験により､ 1の立体化学を正確に認識する膜タン
パク質を発見した｡これは就眠物質1の受容体候補タンパク質として極めて有力であると考えられる0
3)標識化した就眠･覚醒両物質を用いた二重蛍光染色実験により､就眠･覚醒両物質の受容体がどちら
も葉枕内側の運動細胞に局在していることを明らかにし､受容体の不均等な分布が就眠運動を引き起こす
ことを示した｡
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論文審査の結果の要旨
中村葉子の論文は､分子プローブを用いて就眠運動の分子機構解明を目指した生物有機化学的研究であ
る.アメリカネムノキ(albizzia saman)は夜になると葉を閉じ､朝には再び葉を開く就眠運動を行うo
potassiumβ -D-glucopyranosy1- 12-hydroxyjasmonateはAlbizzia属植物の葉を閉じさせる活性を持っ就
眠物質(Leaf-closing factor : LCF)として単離された.本研究ではこれを基にした分子プローブを用いて
就眠運動の分子機構の解明を行った｡生体内では､天然型立体配置をもつ生理活性物質のみが受容体など
の結合タンパク質と正しい相互作用を行うことで生命活動が維持されている｡この点に着目し､光学的に
純粋な生理活性物質を基にした天然型プローブとそのエナンチオマーを基にしたエナンチオマー型プロー
ブを用いた実験結果を比較することで､リガンドーレセプター相互作用による特異的結合と､吸着などに
ょる非特異的結合を完全に区別する｢エナンチオ･ディファレンシャル法｣を考案し､ LCFを用いる研
究にこ~九を適用した｡まず､エナγチオ･ディファレンシャル法によるLCFの標的細胞探索を試みたo
天然型立体配置を持つ天然型蛍光プローブとエナンチオマ-型蛍光プローブを光学的に純粋に合成したo
ェナンチオ･ディファレンシャル蛍光実験により､ LCFの標的細胞が葉枕の運動細胞であることを明らか
にした｡次に天然型光親和性プローブとエナンチオマー型光親和性プローブを合成したoエナンチオ.ディ
ファレンシャル光親和性標識化実験により､ LCFの立体化学を正確に認識する膜タンパク質を発見したo
これはLCFの受容体候補タンパク質として極めて有力であると考えられる｡また､ LCFと覚醒物質を､
それぞれ､緑色のFITCと赤色のRhodamineという異なる蛍光色素で標識化し､二重蛍光染色実験を行う
ことで生体内における両活性物質の受容体分布を調べた｡その結果､就眠･覚醒両物質の受容体がどちら
も葉枕の内側の運動細胞のみに局在することが明らかになった｡これらのことから､活性物質によって葉
枕片側の運動細胞のみが大きく膨潤･収縮することが引き金となって､葉の上下に体積差が生じ､就眠運
動を引き起こしている仕組みが明らかになった｡
以上､本論文は､生物現象の有機化学的解明を目指す生物有機化学分野における画期的な成果であり､
著者が自立した研究者として研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学織を有していることを示してい
る｡従って､中村葉子提出の論文は､博士(理学)の学位論文として合格と認めるo
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